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【研究目的】水中は、溶存 CO2 濃度が低く溶存分子の拡散速度も遅いため、炭酸固定化酵素 RubisCO への基
質供給が不十分な環境である。海洋性珪藻は、無機炭素濃縮機構 (CO2-concentrating mechanism : CCM) を獲得
しこの問題に適応している。CCM は細胞外の溶存無機炭素を能動的に細胞内へ取り込み蓄積する機構であり、
CCM 関連因子の発現は、環境 CO2 濃度によって制御されている。先行研究では、海洋性珪藻 Phaeodactylum 
tricornutum の主要 CCM 因子であるピレノイド局在型炭酸脱水酵素 (carbonic anhydrase: CA) PtCA1 が、二次メ
ッセンジャーである cyclic AMP (cAMP) に転写レベルで応答することが明らかとなった。cAMP は、アデニル
酸シクラーゼ (adenylyl cyclase: AC) により ATP から合成される。一部の生物では、AC が無機炭素 (CO2ある
いは HCO3-) に直接活性化されることが報告されており、珪藻においても AC が CCM を制御する CO2センサ
ーとして機能する可能性が高い。本研究では、P. tricornutum が持つ 1 つの可溶性 AC (PtsAC)、および 2 つの
膜貫通型 AC (PttmAC1 および 2) の機能を調べるために、これらの AC を抑制或いは破壊した変異体を作出し
その解析を行った。 
【実験方法】上記 3 つの AC 遺伝子 (PtsAC、PttmAC1 および 2) を標的とした RNAi 変異株を作製した。得ら
れた RNAi 候補株において標的遺伝子がノックダウンされているかを確認するために、RT-qPCR により標的
遺伝子の転写産物量を調べた。ノックダウンが確認できた株については、cAMP を介して CO2に応答する遺伝
子である PtCA1、PtCA2 及び Solute carrier 4 (SLC4) の mRNA 蓄積量の解析を行った。さらに、各 AC の細胞
内局在から機能を類推するために、各 AC と enhanced green fluorescence protein (EGFP) の融合タンパク質を珪
藻で発現させ、共焦点レーザー顕微鏡で観察した。さらに、PttmAC1 を標的とした TALEN コンストラクトを
作製し、ノックアウトを試みた。作製したコンストラクトには硝酸存在下で駆動する硝酸還元酵素プロモータ
ーを用いた。抗生物質耐性を指標に一次選抜を行い、ACT-PCR により二本鎖切断が生じている可能性の高い
株を選抜した。選抜した株を用いて、TALEN を発現する硝酸源と抑制するアンモニア源での寒天培地上で生
育比較を行った。 
【実験結果と考察】上記 3 つの AC 遺伝子を標的とした RNAi 株を作製した。PtsAC RNAi 株 (clone#35) 及び
PttmAC1 RNAi 株 (clone#17) において、標的遺伝子の mRNA 蓄積量が WT の約 78~44％及び約 25％までそれ
ぞれ減少していることを確認した。これらの株において、cAMP を介して CO2 に応答する下流遺伝子 
(Ptca1,Ptca2,SLC4-1,SLC4-2) の mRNA 蓄積量を解析した。その結果、Low CO2 条件下では PtsAC ノックダウ
ン株および PttmAC1 ノックダウン株のいずれにおいても、Ptca1, PtSLC4s の転写物量は WT の 10~20%まで減
少した。しかしながら、Ptca2 の転写物量は PttmAC1 ノックダウン株のみ約 6 倍上昇し、PtsAC ノックダウン
株では WT の約 10％に低下していた。一方、High CO2条件下においては、PtsAC のノックダウンにより PtSLC4-
1 の転写物量は WT の約 27 倍に増加し、High CO2による PtSLC4-1 の発現抑制が不完全になっていた。PttmAC1
ノックダウン株では、High CO2下での Ptca1 転写産物が WT の約 10％まで減少した。また、GFP 標識観察の
結果より、PtsAC は細胞質に、PttmAC1,2 は葉緑体包膜上であることが示された。これより、各 AC の局在部
位に応じて、生成される cAMP は拡散限界やトランスデューコンの形成により、それぞれが独立した CO2 シ
グナル伝達を行うと考えられる。さらに、PttmAC1 を標的とした TALEN 株においては、発現を駆動した硝酸
培地上で致死となり、PttmAC1 は生育に必須の因子であることが示された。 
